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Allein aufgrund der zeitlichen Reihenfolge der er-
hobenen Befunde läßt sich erkennen, daß es neben der
ersten schockbedingten Störung des Aminosäure-Ei-
weißstoffwechsels eine zweite, anders geartete Störung
dieses Stoffwechsels gibt. Nimmt man für die von uns
während der zweiten Phase der Verbrennungskrankheit
erhobenen Befunde nicht nur einen rein zeitlichen Zu-
sammenhang an, so ist unseres Erachtens die einfachste
Erklärung die, daß der erniedrigte Energiequotient die
Ursache für die Störung des Aminosäure-Protein-Stoff-
wechsels ist. Ein erster Hinweis für die primäre Be-
deutung des Energiestoffwechsels kommt von der
Morphologie. Der häufigste pathologisch-anatomische
Befund der Leber nach Verbrennung ist eine trübe
Schwellung (7). Sie ist bedingt durch eine Quellung der
Mitochondrien und damit morphologisches Substrat
der Energiestoffwechselstörung (17). Eine weitere Be-
stätigung erfährt unsere Annahme durch die Befunde
von KOEHN (18). Er fand als Ausdruck einer Zerstörung
von Enzymen der Atmungskette eine Abnahme der
Flavinnucleotide in der Leber nach Verbrennung.
Pathogenetische Zusammenhänge zwischen den be-
obachteten Stoffwechselstörungen, nicht bakteriellen
Toxinen und häufig therapieresistenten Infekten sind
vorstellbar, aber bisher ungeklärt.
Fräulein G. JUNGEBLODT danken wir für ihre fleißige und ge-
wissenhafte Mitarbeit bei der Durchführung der Versuche. Ein
weiterer Dank gilt Herrn Gewerbeobermedizinalrat Dr. TH.
PETERS für seine wohlwollende Unterstüt2ung unseres Forschungs-
programms.
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Zur Bestimmung von Ketosteroiden mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin
I. Mitteilung: Beschreibung der Methode^)
Von L. TREIBER und G. W. OERTEL
(Aus der Abteilung für Experimentelle Endokrinologie, Institut für Hygiene und Mikrobiologie,
Direktor: Prof. Dr. Dr. W..Zimmermann, Universität des Saarlandes, Homburg\Saar)
(Eingegangen am 20. Juni 1966)
Für die qualitative und quantitative Bestimmung von Ketosteroiden eignet sich ihre Reaktion mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin in abs. Ben-
zol/Trichloressigsäure. Die gebildeten 2,4-Dinitrophenylhydrazone von C -̂, C19- und C18-steroiden mit Ketogruppen u. a. in C-3, C-17
oder C-20 werden vermittels Dünnschichtchromatographie abgetrennt und photometriert. Hierbei hängen Wellenlänge des Absorptions-
maximums (360—390 ) und molarer Extinktionskoeffkient ( = 22000—52000) von Zahl und Stellung der Ketogruppen ab. Die vor-
liegende Methode gestattet die Erfassung von 0,1 Monoketosteroid in l m/Endlösung mit ausreichender Richtigkeit und Genauigkeit.
The reaction of oxo-steroids with 2.4-dirdtrophenylhydrazine in absolute benzene/trichloracetic acid may be employed for their qualitative
and quantitative determination. The 2.4-dinitrophenylhydrazones of C21-, C19-, and C18-steroids with oxo groups in position C-3, C-17 or
C-20, are separated by thin layer chromatography and measured photometrically. The absorption maximum (360—390 ) and the
molar extinction coefficient (e = 22,000—52,000) depend on the number and position of the oxo groups. With the present assay, it is
possible to determine 0.1 of a mono-oxo-steroid in 1 m/ of final solution with sufficient accuracy and precision.
Obgleich sich die Zimmer'//wwz-Reaktion als Nachweis
von 17-Ketosteroiden in qualitativen und quantitativen
Untersuchungen hinlänglich bewährt hat, so fehlt ihr
doch die Empfindlichkeit, wie sie z. B. zur Bestimmung
vorgenannter C19-steroide in geringen Plasmavolumina
erforderlich ist. Es lag infolgedessen nahe, anstelle der
*) Vorliegende Arbeit wurde mit Unterstützung der Deutschen
Forschungsgemeinschaft, Bad Godesberg, durchgeführt.
zwar spezifischen ^/>;///#r#/rf##-Reaktion die weitaus
empfindlichere Umsetzung von Ketosteroiden mit
2,4-Dinitrophenylhydrazin zur quantitativen Erfassung
derartiger Verbindungen heranzuziehen, zumal die Be-
ständigkeit der gebildeten Derivate und ihre intensive
Farbe sowohl die Handhabung, wie auch eine etwaige
chromatographische Isolierung erleichtern sollte. Auf-
bauend auf den grundlegenden Untersuchungen von
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REICH und Mitarbeitern (l, 2, 3) wurde daher die nach-
stehende Methode zum quantitativen Nachweis, von
Ketosteroiden entwickelt.
Methodik
Der bis zu 0,1 ! Ketosteroid enthaltende Rückstand wird mit
0,05 m/ 0,2-proz. 2,4-Dinitrophenylhydrazin in Äthylacetat unter
Stickstoff bei 35 — 40° zur vollkommenen Trockene gebracht. An-
schließend löst man den Rückstand in 1,0 m/ 0,03-proz. Trichlor-
essigsäure in abs. Benzol und dampft nach 30 Min. bei 35 — 40°
im Stickstoffstrom (Luftstrom) zur Trockene ein. Der Rückstand
wird in wenig Chloroform aufgenommen und quantitativ auf eine
Dünnschichtplatte mit aktiviertem Kieselgel G (0,3 mm) über-
führt. In gleicher Weise werden zu beiden Seiten der Probe jeweils
5 ^wg des entsprechenden Steroid-2,4-dinitrophenylhydrazons als
Standard aufgetragen. Die Entwicklung des Chromatogramms er-
folgt in Chloroform-Äthanol (19:1 v/v) oder Benzol-Dioxan (8:2
v/v). Beide Lösungsmittel gestatten die einwandfreie Abtrennung
überschüssigen Reagenzes von dem gesuchten Steroid-2,4-dinitro^
phenylhydrazon. Der dem Standard entsprechende Farbfleck wird
festgelegt, das Kieselgel abgekratzt und zweimal mit je 5m/
Chloroform eluiert. Man dampft die Lösung unter Stickstoff bei
35 — 40° zur Trockene ein, nimmt den Rückstand in 3,0 m/ Chloro-
form auf und photometriert die Lösung bei den in Tabelle l zu-
sammengestellten Wellenlängen, die für den jeweiligen Steroidtyp
charakteristisch sind. Zwecks Eliminierung der unspezifischen
Absorption wird die maximale Absorption von Probe und Standard
gemäß nachstehender Formel in üblicher Weise korrigiert und der
Gehalt der Probe an gesuchtem Steroid durch Vergleich der Werte
ermittelt:
r. = 2 X Absmax — AbsA — Absß
Ergebnisse und Diskussion
Gegenüber der zumeist in Äthanol/Salzsäure durchge-
führten Reaktion von Keton und 2,4-Dinitrophenyl-
hydrazin (4, 5, 6) erwies sich die hier angegebene Ver-
wendung von Benzol/Trichloressigsäüre als überlegen.
Versuche mit steigenden Konzentrationen von 2,4-
Dinitrophenylhydrazin (Abb. 1) und Trichloressigsäure
(Abb. 2) zeigten, daß bei Vorliegen einer einzigen
Ketogruppe bereits zwei Äquivalente Reagenz genügen,
um in Gegenwart von katalytisch wirksamen Säure-
mengen eine vollständige Umsetzung des Steroids zu
erzielen.
Was die Temperaturabhängigkeit angeht, so ließen sich
schon nach 10 Min. bei Zimmertemperatur 96% des
eingesetzten Steroids in Form des 2,4-Dinitrophenyl-
hydrazons isolieren (Abb. 3). Eine wesentliche Rolle
dürfte hier das Eindampfen des Reaktionsgemisches im
Stickstoffstrom darstellen, da durch die azeotrope Ent-
fernung entstehenden Wassers das Reaktionsgleich-
gewicht offenbar ständig zur Seite des Reaktionspro-
duktes hin verschoben wird.
Mag die Dünnschichtchromatographie des Reaktions-
gemisches auch als zusätzlicher und vielleicht umständ-
licher Schritt angesehen werden, so bietet sie doch den
Vorteil einer einfachen und leicht kontrollierbaren Ab-
trennung des gesuchten Derivats und erhöht zugleich
die Spezifität des Verfahrens (6).
Die Empfindlichkeit der Bestimmung, die naturgemäß
von dem molaren Extinktionskoeffizienten des je-
weiligen Steroid-2,4-dinitrophenylhydrazons (Tab. 1)
abhängt, beträgt in der vorliegenden Ausführung rund
0,25 gesättigtes Mono-17-ketosteroid (Androsterori).
Bei 10 Wiederaüffindungsversuchen (Tab. 2) mit je
2,0 7<%-3H-Dehydroepiandrosteron konnten 97 ± 4%
der eingesetzten Radioaktivität (12600 dpm) in den
entsprechenden Fraktionen des 2,4-Dinitrophenylhydra-
zons nachgewiesen werden. Zehn Einzelbestimmungen
von 1,0 Androsteron (Tab. 2) führten zur Wieder-
auffindung von 0,96 ± 0,06 g Steroid, was die Ge-
nauigkeits-Bedingungen, die an eine Methode zu stellen
sind, weitgehend erfüllt. Die Spezifität des Verfahrens
beruht auf der bekannten Reaktion von 2,4-Dinitro-
phenylhydrazin mit Ketogruppen in saurer Lösung.
Von den bei C18-, C19- und C21-steroiden anzutreffenden
Ketogruppen reagiert nur die 11-Ketogruppe nicht.
Für eine größere Spezifität. sorgt vor allem die Dünn-
schichtchromatographie des Reaktionsgemisches, die
einen Vergleich chromatographischer Eigenschaften von
Probe und Standard in Form des 2,4-Dinitrophenyl-
hydrazons ermöglicht. Die Ar-Werte einer Reihe von
Sterpid-2,4-dinitrophenylhydrazonen in verschiedenen
Lösungsmittelsystemen sind in Tabelle 3 zusammenge-
stellt.
Der Charakterisierung gebildeter Derivate diente weiter




Abb. 1. Reaktion von 50 ! An-
drosteron mit steigenden Konzentra-
tionen an 2,4-Dinitrophenylhydrazin in
Gegenwart von 1000 ! Trichlor-
essigsäure in abs. Benzol ( — ), bzw.
von 200 ! Salzsäure in Äthanol
(O—O). Reaktionsdauer: 2 Stdn. bei70°
CU3-COOH
Abb. 2. Reaktion von 50
Androsteron mit 200 2,4-
Dinitrophenylhydrazin in abs.
Benzol bei steigenden Konzen-
trationen an Trichloressigsäure.
Reaktionsdauer: 2 Stdn. bei 70°
Minuten
Abb. 3. Zeitlicher Verlauf der Reaktion von
50 1 Androsteron mit 200 1 2,4-
Dinitrophenylhydrazin in abs. Benzol und Ge-
genwart von 200 Trichloressigsäure
( — ), bzw. in Äthanol und Gegenwart von
200 1 Salzsäure (O —O). Reaktionstempe^
ratur: 25° bzw. 70°
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Tab. Γ
Angabe der Wellenl ngen f r die Photometric der verschiedenen
2,4-Dinitrophenyihydrazone von Ketosteroiden
Derivat von
Absorpt ion in m μ
A Maximum





















Wiederauffindungsversuche mit 2,0 μ% 7«-»H-Dehydroepiandrosteron







































3α, 1 1 0-Dihydroxy-5<x-androstan-17-on
3«,1 1 /9-Dihydroxy-5/?-androstan-17-on
3«-Hydroxy-5*-androstan-l 1 , 1 7-dion
































































































2 = Cyclohexan-Butylacetat-ButanoI (50:45:5
3 = Benzol-Dioxan (8:2 v/v) auf Kieselgel G











































J) DNPH = Mono- oder Bis-2,4-dinitrophenylhydrazon.
molarem Extinktionskoeffizienten der 2,4-Dinitrophenyl-
hydrazone von Vertretern verschiedener Steroidgrup-
pen (Tab. 4). Hiernach wiesen die 2,4-Dinitrophenyl-
hydrazone von Steroiden mit isolierter Ketogruppe im
Ringsystem (C-3 oder C-17) ein Absorptionsmaximum
bei 369—370 κιμ und einen molaren Extinktions-
koeffizienten von 22600—24100 auf — in berein-
stimmung mit entsprechenden Daten f r Cyclohexanon-
und Cyclopentanon-2,4-dinitropheiiylhydra^on (e =
23000 bei 370 m/*). Bei Anwesenheit einer Keto-gruppe
in der Seitenkette (C-20) verschob sieh lediglich das
Absorptionsmaximum des 2,4-Dinitrophenylhydrazons
auf 373—374 τημ. Die 2,4-Dinitrophenylhydrazone kon-
jugiert unges ttigter Monoketone (J4-3^Ketone) be-
sa en ein Absorptionsmaximum bei 390 πιμ mit einem
molaren Extinktionskoeffizienten von 31000—32500.
Enthielten derartige Steroide eine zus tzliche Keto-
gruppe in C-17 oder C-20, so beobachtete man im
Absorptionsspektrum., des jeweiligen Bis-2,4-dinitro-
phenylhydrazons ein breiteres Maximum bei 380 bis
381 ιημ, bzw. bei 383—384 ιημ, welches der sich ber-
lagernden Absorption beider 2,4-Dinitrophenylhydra-
zon-gruppen zuzuschreiben ist. Der zugeh rige molare
Extinktionskoeffizient bewegte sich zwischen 50800 und
52400 und d rfte daher die Summe der molaren Ex-
tinktionskoeffizienten von isolierter und konjugierter
Ketogruppe (C-17 oder C-20: ε = etwa 22000; Zl4-3-
Ketogruppe: ε = etwa 32000) darstellen. In gleicher
Weise addieren sich die molaren Extinktionskoeffi-
zienten der 2,4-Dinitrophenylhydrazone isolierter-Keto-
gruppen in Diketo-steroiden (3,17-Diketone oder 3,20-
Diketone), deren Summe 40000—42000 betrug. Aus
der Wellenl nge des Absorptionsmaximums von Steroid-
2,4-dinitrophenylhydrazonen und ihrer chromatogra-
phischen Beweglichkeit in den angegebenen Systemen
lassen sich somit auch R ckschl sse auf die Lage von
Ketogruppen im Steroidmolek l ziehen.
ber die Anwendung der hier beschriebenen Methode
zur Bestimmung von 17-Ketosteroiden in peripherem
menschlichen Plasma oder zum Nachweis von Keto-
steroiden in geringen Harnvolumina wird an anderer
Stelle berichtet.
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Glutaminbestimmung in Serum und Liquor cerebrospinalis mit Glutaminase
Von H. KLUGE, H. HERMANN und V. WIECZOREK
Aus der Klinik für Psychiatrie und Neurologie „Hans Berger" der Friedrich-Schiller-Universität Jena
(Direktor: Prof. Dr. v. Kejserlingk)
(Eingegangen am 4. Juli 1966)
Es wird eine Methode zur Glutaminbestimmung in Sera und Liquores beschrieben. Sie basiert auf der Glutaminspaltung durch Glutamin-
ase und anschließender Ammoniakbestimmung mit PhenoL-Hypochlprit-Reagenz. Die Gewinnung der Glutaminase erfolgte auf ein-
fachem Wege aus Schweinenierenmitochondrien. Die Fermentpräparate waren frei von ämmoniäk-abspaltenden Enzymen. Durch ent-
sprechende Variation der Reaktionsbedingungen können 0,8—20 % Glutamin pro Testansatz bestimmt werden.
A method is described for the determination of glutamine in serum and cerebrospinal fluid. It is based on the hydrolysis of glutamine
with glutaminase, followed by the determination of ammonia with phenol-hypochlorite reagent. Glutaminase is obtained by a simple
method from pig liver mitochondria; the enzyme preparations were free from other enzymes that release ammonia. By appropriate vari-
ations of the reaction conditions, it is possible to measure 0.8—20 % of glutamine per sample.
Die zahlreichen Funktionen des Glutamins im Stoff-
wechsel zeigen dessen große Bedeutung und bedingen
gleichzeitig das ständig steigende klinische Interesse.
Vor unseren Untersuchungen über den Glutaminstoff-
wechsel war zunächst die Ausarbeitung einer brauch-
baren schnellen und vor allem spezifischen Methode
zur Glutaminbestimmung erforderlich.
Die bisher beschriebenen Analysenverfahren benutzen
die chromatographische Auftrennung, den chemischen
Nachweis und die quantitative chemische oder enzyma-
tische Bestimmung der Glutaminspaltprodukte nach
enzymatischer Einwirkung. So ermittelte GEROK (1) den
Glutamingehalt des Serums neben anderen Aminosäuren
nach Elutionschromatographie an Ionenaustauschern.
Ebenfalls mit Austauschchromatographie arbeiteten
KNAUFF und Mitarbeiter (2). WAELSCH und Mitarbeiter
(3—6) trennten das Glutamin aus Aminosäuregemischen
an Dowex-Säulen ab. Die Austauschchromatographie
hat den Nachteil, daß Asparagin nicht von Glutamin zu
trennen ist und außerdem Serin interferiert (2). Weiter-
hin ist das Verfahren sehr zeitaufwendig und mit er-
heblichen Glutaminverlusten verbunden.
Neben der Austauschchromatographie wurden auch pa-
pierchromatographische Verfahren verwendet. KNAUFF
und Mitarbeiter (7) beschreiben die Bestimmung des
Glutamins auf diese Weise neben 20 weiteren Plasma-
aminosäuren. Die Autoren geben gleichzeitig eine er-
schöpfende Literaturübersicht. Die Papierchromato-
graphie ist aber ebenso zeitaufwendig und setzt wie alle
bisherigen chromatographischen Verfahren eine Ent-
eiweißung des Untersuchungsgutes voraus. Dadurch
wird das Glutamin über eine erhebliche Zeit stark sauren
Bedingungen ausgesetzt, die sicher Verluste bedingen.
Den chromatographischen Verfahren dürfte die Be-
stimmung der Spaltprodukte des Glutamins nach dessen
enzymatischer Spaltung eindeutig überlegen sein. So
nutzten NAIJAR und FISCHER (8) den Decarboxylase-
gehalt des Acetontrockenpulvers von Escherichia coli aus,
um nach enzymatischer Decarboxylierung einer Reihe
von Aminosäuren aus einem Gemisch das Glutamin
durch Differenzbildung zu bestimmen.
Waren die letzten beiden Methoden nur indirekte, so
bedienten sich MEISTER und Mitarbeiter (9, 10, 11),
TOWER und Mitarbeiter (12,13), CÖNWAY (14), KREBS
(15) sowie ZYDOWO (16) direkter Verfahren. TOWER be-
schreibt die Glutaminbestimmung mit Glutaminase-
haltigen Extrakten aus Clostridium perfringens (mlchii).
Das Enzym spaltet Glutamin in Glutaminsäure und
Ammoniak. Beide Spaltprodukte können leicht quanti-
tativ bestimmt werden. Zur Glutaminsäurebestimmung
wird neben der enzymatischen Methode hauptsächlich
das Hydroxamsäureverfahren herangezogen (17, 18).
In dieser Arbeit wird ebenfalls eine enzymatische Me-
thode beschrieben. Wir präparierten auf einfache Weise
in Anlehnung an die Methoden von KLINGMAN und
HANDLER (19) und SAYRE und ROBERTS (20) eine ge-
nügend aktive und von Fremdaktivitäten freie Glut-
aminase. Das freigesetzte Ammoniak wurde mit einer
etwas modifizierten Technik in Anlehnung an das Ver-
fahren von BERTHELOT (21) bestimmt..
Methodik
Glutaminasepräparation
Frische Schweineniere wurde bei 0° irn Fleischwolf zerkleinert und
mit 5 Volumenteilen 0,25M Rohrzuckerlösung (0,02M an Borat-
puffer; pH 8,1) im „Stärmix" homogenisiert. Die Homogenisierung
erfolgte bei 0° während 15 Min. mit mehreren Abkühlungspausen.
Das Homogenat wurde 10 Min. bei 3000—3500 g zentrifugiert und
das Sediment verworfen. Es enthält Bindegewebsreste, Zellkerne
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